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論文内容要旨
 【始めに】
 単核食細胞系(mononuclearphagocytesystem)に属する肺胞マクロファージ(AM)は,
 さまざまな細胞機能を有している。肺は,経気管支的に直接外界異物の暴露にさらされる特異的
 臓器であり,その環境の中で肺胞マクロファージは異物の処理,病原体の殺菌不活化,抗原提示
 を含めた炎症免疫反応の誘導など生体防御機構において大切な役割を担っている。特に細胞骨格
 系(cytoskeletalnetwork)に関連する細胞質運動能(cytoplasmicmot肌y,motion)は,遊
 走能,どん食能,固着能,分泌能,細質分裂と深く関わっている。従って,細胞質運動能を調べ
 ることは,宿主の免疫防御メカニズムを理解する上で重要なことである。我々は,今までどん食
 された鉄粒子から発生する残留磁気(RFS)測定法を用いて細胞質運動能を定量化し,種々の薬
 剤に対する反応を調べてきた。又,サイトカインの一つであるインターフェロンガンマ(IFN一
 γ)は,多種の機能を持つサイトカインで,肺胞マクロファージの生理的機能を変化しうる。例
 えばlgGFcレセプターの発現を増加させたり,七〇x圭coxygenradicalをrelaseさせるなどであ
 る。今回,我々はmagneticparticlemethodを用いて肺胞マクロファージの細胞質運動能にお
 けるIFN一γの効果を調べ,その作用メカニズムをinvitro系で調べた。
匿方法還
 動物はラットを用いた。3mgの鉄粒子(Fe30、)を生食に溶解し経気管支的に肺に注入する。
 4日後鉄粒子をどん食した肺胞マクロファージを気管支肺胞洗浄(BAL)にて採取する。その
 マクロファージを培養プラスチックバイヤルの底に固着させ,CO2インキュベーターで培養す
 る。一つのwellには,5×105個マクロファージが入っている。その細胞に10秒間74miliTesla
 (mT)の磁場をかけ磁化する。磁化直後,バイヤルをフラックスゲート磁力計の上に移動させ,
 どん食された鉄粒子から発生する残留磁気を5分間測定する。その測定原理を説明する。鉄粒子
 が肺胞マクロファージにどん食されて細胞質内に存在する場合には,残留磁気は時間と共に徐々
 に減衰する。この現象をrelaxation(リラクゼェーション)と呼ぶ。これは細胞質内の鉄粒子が
 磁化直後一過性に一方向に並び極性が一致することにより生じる最大磁力が,細胞骨格系から生
 み出される回転力によって粒子が回転し,極性が多方向となることにより生じる現象である。こ
 の減衰カーブより,減衰率(relaxationrate:λ。)を算出する。すなわち減衰率が大きい程細
 胞質運動能が亢進していることを示す。
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 【結果】
 IFN一γのrelaxationrate(λ。)に対する濃度依存効果を調べた。IFN一γを加えて60分後の
 残留磁気を測定し,λ。を算出した。IFN一γは濃度依存性に細胞質運動能を亢進させその効果は
 1000単位/m1で最大であった。(125%ofcontro1)。このIFN一γの細胞質運動能亢進の作用メカ
 ニズムを更に調べた。肺胞マクロファージはIFN一γやLPSなどの刺激により多種の七〇xicoxy-
 genradicalを放出して細菌などに対して作用を及ぼすことがわかっている。そのoxygenradi-
 ca1の一つnitricoxide(NO)は,細胞機能をregulateする物質として近年研究が進んでいる。
 そこで我々は,NOがIFN一γによる細胞質運動能に何らかの関与をしているのではないかと考
 え,以下の実験を行った。NO合成酵素の阻害剤L-NMMAは,IFN一γの亢進作用を阻害した。
 又,NOの代謝産物であるNO,一を測定することにより,王FN一γがNOを産出することを証明し
 た。これらの結果によりIFN一γの作用にNOsignallingpatbwayが関与していることが示唆さ
 れた。更にこの伝達過程を調べた。dbcyciicGMPは,細胞質運動能を亢進させ,dbcyclicAMP
 は逆に低下させた。Methyieneblue(guanylylcyclase阻害剤),KT5823(proteinKinaseG
 阻害剤),cytochalasinD(microfilament重合阻害剤)はIFN一γの効果をそれぞれ有意に低下
 させた。更にIFN一γの亢進効果をmicrofilamentの主成分であるアクチンの重合に焦点をあて
 fluorescentactivatedcellsorter(FACS)を用いて調べた。G-actinからF-actinへ転換によ
 りactinは機能するがF-actinを特異的に染色するNBD-phallacidinを用いてF-actinの定量化
 を行った。IFN一γはF-ac七inを濃度依存性に増加させ,その効果はdbcyclicGMPで再現された。
 【結語】
 鉄粒子をどん食した肺胞マクロファージを磁化し発生する残留磁気を測定することにより細胞
 質運動能を定量化した。IFN一γは肺胞マクロファージの細胞質運動能を亢進させた。その作用
 メカニズムは,NO産生によるNO-guanylylcyclase-cyclicGMP-PKGというNOdependent
 signaUingpathwayを介しており,G-ac七inからF-actinの転換というac七in重合を伴うもので
 ある。
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 審査結果の要旨
 肺胞マクロファージ(AM)は異物の処理,病原体の殺菌不活化,抗原提示を含めた炎症免疫
 反応の誘導など生体防御機構において大切な役割を担っている。特に細胞骨格系(cy七〇skele七al
 network)に関連する細胞質運動能(cytoplasmicmotility,motion)は,遊走能,どん食能,
 固着能,分泌能,細質分裂と深く関わっている。今回,著者は残留磁気測定法を用いてAMの
 細胞質運動能におけるインターフェロンγ(IFN一γ)の効果を調べ,その作用メカニズムを
 invitro系で調べた。
 3㎎の鉄粒子(Fe、0、)を生食に溶解し経気管支的にラットの肺に注入する。4日後鉄粒子を
 どん食した肺胞マクロファージを気管支肺胞洗浄(BAL)にて採取する。培養したAM5x106
 個に10秒間74miliTesla(mT)の磁場をかけ磁化する。磁化直後,細胞をフラックスゲート磁
 力計の上に移動させ,どん食された鉄粒子から発生する残留磁気を5分間測定する。その測定原
 理を説明する。鉄粒子が肺胞マクロファージにどん食されて細胞質内に存在する場合には,残留
 磁気は時間と共に徐々に減衰する。この現象をrelaxation(リラクゼェーション)と呼ぶ。これ
 は細胞質内の鉄粒子が磁化直後一過性に一方向に並び極性が一致することにより生じる最大磁力
 が,細胞骨格系から生み出される回転力によって粒子が回転し,極性が多方向となることにより
 生じる現象である。この減衰カーブより,減衰率(relaxa七ionrate:λ。)を算出する。すなわ
 ち減衰率が大きい程細胞質運動能が亢進していることを示す。
 IFN一γのrelaxationrate(λg)に対する濃度依存効果を調べた。IFN一γは濃度依存性に細
 胞質運動能を亢進させその効果は1000単位/m1で最大であった。(125%control)。このIFN一γの
 細胞質運動能亢進の作用メカニズムにおいてoxgenradica1であるnltr呈coxide(NO)の関与
 を考え以下の実験を行った。NO合成酵素の阻害剤L-NMMAは,INF一γの亢進作用を阻害した。
 又,NOの代謝産物であるNO2}を測定することにより,IFN一γがNOを産出することを証明
 した。又dbcyclicGMPは,細胞質運動能を亢進させ,dbcydicAMPは逆に低下させた。
 Methyleneblue(guanylylcyclase阻害剤),KT5823(proteinKinaseG阻害剤),cytocha-
 1asinD(microfilament重合阻害剤)はIFN一γの効果をそれぞれ有意に低下させた。更に
 F-actinを特異的に染色するNBD-phallacidinを用いてF-actinの定量化を行った。IFN一γは
 F-actinを濃度依存性に増加させ,その効果はdbcyclicGMPで再現された。
 〈結語>鉄粒子をどん食した肺胞マクロファージを磁化し発生する残留磁気を測定することに
 より細胞質運動能を定量化した。IFN一γは肺胞マクロファージの細胞質運動能を亢進させた。
 その作用メカニズムは,NO産生によるNO-gnanylylcyclase-cyclicGMP-PKGというNO
 dependentsignallingpa七hwayを介しており,G-actinからF-actinの転換というactin重合を
 伴うものである。本論文は学位に値するものと考える。
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